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摘要 : 产生 抗 冻 蛋白 是 寒带 昆虫 抵御 低温 的 重要 机 制 之 一 , 但 检测 其 活性 仍 存 在 一 些 困难 , 尤其 对 于 个 体 较 小 的 
昆虫 样品 。 为 了 探索 差 示 扫描 量 热 法 是 否 适 于 检测 昆虫 总 蛋白 的 热 涡 活性 , 本 人 研究 利用 差 示 扫描 量 热 法 对 黄粉 虫 
Tenebrio molitor 幼虫 的 总 蛋白 和 血 淋 巴 分 别 进行 了 热 滞 活性 检测 。 结 果 表 明 : 黄粉 虫 总 蛋白 的 热 滞 活 性 (0.49 ~ 
0.98%C ) 要 低 于 血 淋 巴 (2.54 ~4.34%C ) 。 通 过 这 种 方法 , 进一步 检测 了 3 种 在 内 蒙古 大 兴安 岭 林 区 采集 到 的 越冬 
昆虫 : 稠 李 梨 蛾 Yponomeuta evonymallus 幼虫 、 舞 毒 蛾 Lymaniria dispar 卵 和 落叶 松 八 齿 小 袁 Ips subelongatus 成 虫 。 
结果 发 现 , 它们 都 存在 热 滞 活性 ,其 中 笛 李 梨 蛾 的 热 滞 活性 为 0.34 ~ 0. 43% ， 舞 毒 峨 的 热 灌 活性 为 0. 35 ~ 
0.42% ,落叶 松 八 齿 小 雷 的 热 淖 活性 为 0.37 ~0.40 ,说 明 这 3 种 昆虫 能 以 产生 抗 冻 蛋白 的 方式 作为 越冬 策略 之 
一 。 本 人 研究 表明 通过 差 示 扫描 量 热 法 检测 昆虫 总 蛋白 是 否 存 在 热 滞 活 性 来 判断 抗 冻 蛋 白 的 存在 是 可 行 的 。 
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Abstract: Producing antifreeze proteins is one of the most important mechanisms underlying insect cold 
tolerance. However, detecting the activity of antifreeze proteins still has some difficulties, especially 
when only a few of insect samples are available from fields. In order to explore if differential scanning 
calorimetry ( DSC ) can be used to detect thermal hysteresis activity (THA ) of the total protein in 
insects, the THA of the total protein and hemolymph from Tenebrio molitor larvae was detected by DSC. 
The results showed that the THA of the total protein (0.49 -0.98°C ) is lower than that of hemolymph 
(2.54 -4.34C ) in T. molitor. Im addition, we collected three overwintering insect species (Lymantria 
dispar larvae, Yponomeuta evonymallus eggs and Ips subelongatus adults) in the Daxing anling Forest 
Region in Inner Mongolia, and then prepared their total protein. Using DSC, the THA of the total protein 
from the three insect species were respectively analyzed. The results showed that each of them had 
thermal hysteresis activity, and the THA was 0.34 -0.43°C for L. dispar, 0.35 -0.42°C for Y. 
evonymallus and 0.37 -0.40°C for 7 subelongatus, suggesting that the three insect species can improve 
their cold tolerance through producing antifreeze proteins. This study indicates that the differential 
scanning calorimetry is feasible to identify whether one insect species contains antifreeze proteins through 


detecting thermal hysteresis activity of the total protein. 
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昆虫 作为 变温 动物 ,其 生长 发 育 要 经 受 冬 季 低 
温 的 制约 。 昆 虫 在 长 期 的 进化 过 程 中 , 已 经 形成 了 
一 系列 的 适应 对 策 和 抗 寒 机 制 。 例 如 ,有 的 昆虫 能 
够 忍受 体内 结 冰 (Zhao and Kang, 2000) ,有 的 通过 
降低 过 冷却 点 和 体内 含水 量 的 方法 越冬 (Kukal and 
Duman，1989 )。 其 中 ， 抗 冻 和 蛋白 (antifreeze 
proteins ，AFPs) 的 产生 是 最 为 重要 的 低温 适应 荣 上 略 
之 一 。 许 多 人 研究 已 经 表明 ,不 仪 在 昆虫 的 体液 中 ,而 
且 在 昆虫 的 肠 液 和 细胞 内 液 中 都 有 AFPs 的 产生 
( Kristiansen et al., 1999 ) 。 

抗 冻 和 蛋白 是 生物 体 产生 的 一 类 能 提高 其 抗 冻 能 
力 的 多 肽 , 它 能 够 在 较 低 的 浓度 下 与 冰 唱 结合 并 抑 
制 冰晶 的 生长 。AFPs 最 重要 的 功能 是 能 以 非 依 数 
性 的 形式 降低 溶液 的 冰点 而 对 其 熔点 影响 其 微 , 从 
而 导致 炊 点 和 冰点 之 间 出 现 差 值 (Celik et al.， 
2010)。 这 个 差 值 和 锌 称 为 热 浏 活 性 (thermal 
hysteresis activity ，THA) 。THA 是 衡量 抗 冻 蛋白 活 
性 最 重要 的 指标 , 可 以 作为 判断 抗 冻 和 蛋 昌 是否 存在 
的 标志 。 男 外 , 抗 冻 和 蛋白 还 可 以 抑制 重 结晶 过 程 并 
直接 影响 冰晶 的 形成 过 程 (Knight and Duman， 
1986 ) 。 

昆虫 抗 冻 蛋白 主要 由 脂肪 体 合 成 , 经 分 泥 、 运 
输 进 入 血 淋 巴 行使 功能 。 因 此 , 血 淋 巴 中 含有 相对 
丰富 的 抗 冻 和 蛋白。 对 昆虫 抗 冻 和 异 晶 的 研究 最 初 都 是 
通过 检测 血 淋 巴 是 否 存 在 热浪 活性 来 判断 抗 冻 重 日 
的 存在 (Grimstone et al., 1968; Duman ，1976 ) 在 
对 昆虫 血 淋 巴 热浪 活性 的 检测 中 ,早期 使 用 较 多 的 
是 显微镜 观察 法 (Duman，1976, 1980), 目前 比较 
常用 的 方法 是 纳 升 渗透 压 仪 法 (Graham et al.， 
1997) 和 差 示 扫描 量 热 法 ( differential scanning 
calorimetry , DSC ) ( Hansen and Baust，1989 ) 。 差 示 
扫描 量 热 法 由 于 能 精确 控制 和 测定 体系 的 冰 品 含 
量 , 测定 结果 精度 和 重复 性 高 ， 且 较为 准确 客观 ， 
近年 来 应 用 越 来 越 多 ( 张 超 等 , 2008 ) 。 通 过 检测 血 
淋巴 是 否 存 在 热浪 活性 是 判断 昆 忠 抗 冻 蛋白 存在 的 
传统 方法 ,对 于 难以 收集 血 淋 巴 的 微小 昆虫 和 野外 
采集 的 珍稀 样品 不 太 适 用 。 已 经 有 报道 利用 其 他 方 
法 , 通过 检测 昆虫 总 重 日 的 热 小 活性 ,也 可 以 鉴定 
抗 冻 和 蛋白 的 存在 (Graham and Davies，2005 ) 。 然 
而 , 能 人 否 通过 DSC 法 来 检测 昆虫 总 蛋 日 是 否 存在 热 
浏 活 性 来 判断 AFPs 的 存在 尚 不 清楚 。 


为 了 探究 差 示 扫描 量 热 法 是 否 适 于 检测 昆虫 总 
蛋白 的 热 沾 活性 , 本 研究 提取 了 黄粉 虫 Tenebrio 
molitor 幼虫 的 总 蛋白 ,并 用 DSC 法 检测 其 THA , 并 
和 血 淋 巴 的 检测 绪 采 进行 比较 , 确定 了 方法 的 可 行 
性 。 之 后 , 用 此 法 成 功 检测 到 野外 采集 的 3 种 昆虫 
中 AFPs 的 存在 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

黄粉 虫 幼虫 为 实验 室 人 饲养 , 饲养 温度 为 25Y ， 
湿度 为 60% ~ 80% ,， 光 周期 为 16L:8D。2012 年 9 
月 下 旬 , 在 内 花 古 大 兴安 岭 林 区 采集 到 3 种 越冬 态 
昆虫 稠 李 梨 蛾 Yponomeuta evonymallus 幼虫 、 舞 
毒 蛾 [ymantria dispar 卵 和 落叶 松 八 齿 小 翅 1zs 
subelongatus 成 虫 , 采集 回 后 放 入 - 80% 冰箱 保存 
备用 。 

1.2 血 淋 巴 和 总 蛋白 的 提取 

黄粉 忠 幼 忠 血 淋巴 的 收集 用 双 管 离 心 法 (Xu ei 
al., 2006) : 在 0.5 mL 的 锥 形 离心 管 压 部 用 针 扎 数 
个 小 孔 ， 放 入 被 剪断 足 的 幼虫 。 将 0.5 mL 离心 管 
插入 1.5 mL 离心 管 中 , 离心 后 在 1.5 mL 离心 管 瓜 
部 收集 血 淋 巴 。 

黄粉 忠 幼 忠 总 蛋 昌 的 提取 参照 Craham 和 
Davies(2005 ) 以 及 Wharton 等 (2009 ) 法 : 虫 体 称 重 
后 , 按照 10:1 (ww) 的 比例 加 入 勺 浆 缓冲 液 (25 
mmol/L Tris, 0. 2% Tween-20, 1l% PMSF, pH 
8.0) , 在 冰 上 久 浆 20 min 后 , 离心 取 上 清 , 即 为 总 
和 集 日 提取 液 。 采 用 BCA 法 测定 重 日 浓度 ,最 后 稀 
释 到 2 mg/mL 竺 用 。 

稠 李 巢 蛾 和 evonymallus 幼虫 、 舞 毒 蛾 二 
dispar 卵 和 落叶 松 八 齿 小 喜人 subelongatus 成 虫 3 
种 昆虫 由 于 个 体 较 小 ( 比如 笛 李 某 蛾 的 幼虫 体 长 不 
到 1 mm) ,难以 获取 血 淋 巴 。 因 此 , 实验 中 提取 了 
总 重 日 (提取 方法 同 黄粉 虫 幼 虫 ) 作 为 THA 的 检测 
材料 。 

以 2 mg/mL 的 牛 血 清 重 日 (BSA ) 进行 对 照 
实验 。 

1.3 试验 仪器 

Perkin-Elmer DSC-8000 系统 用 于 测量 热 洲 活 

性 。 该 仪 厦 是 美国 Perkin-Elmer 公司 生产 的 最 新 一 
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代 功 率 补 偿 型 差 示 扫描 量 热 仪 , 低温 时 用 内 制冷 机 
冷却 , 以 高 纯 氮 气 作 试 样 气氛 控制 , 使 用 温度 范围 
为 -180 ~750%C 。 仪 项 采 用 两 点 温度 校正 法 , 标 样 
为 十 八 烷 和 超 纯 水 。 在 实验 温度 范围 ,能 保持 良好 
的 线性 升降 温 速率 。 

1.4 差 示 扫 描 量 热 法 

1.4.1 具体 步 又: 取 5 pL 的 样品 注射 于 样品 池 底 
部 中 央 , 密封 ,分 析 天 平 称 重 ,以 空 铝 严 为 参 比 。 
设备 稳定 后 ,， 先 从 室温 降 到 - 30%C ,然后 升温 至 
15% ,再 降温 至 - 30%C ,记录 体系 熔融 炊 (AH,) 和 
样品 燃点 (了 , ) 。 接 着 ,缓慢 升温 至 样品 体系 为 固 
液 混合 物 的 状态 , 称 为 保留 温度 (7 ), 在 该 温度 下 
停留 一 段 时 间 , 再 将 温度 从 7 降低 至 -30Y , 重复 
上 述 过 程 ,在 不 同 的 7;, 下 停留 , 分 别 记录 不 同 7 
下 样品 体系 开始 结晶 的 温度 (7T), 以 及 结晶 烙 
(AH,) 。 每 个 生物 样品 重复 3 次 。 

1.4.2 人 参数 设置 : 低温 终点 为 -30% (使 样品 完全 
结 冰 ) , 低温 终点 停留 时 间 为 3 min( 使 系统 稳定 ) ; 
在 7; 停留 时 间 为 5 min( 使 AFPs 充分 作用 和 系统 
稳定 ) ; 升降 温 速 率 为 1/min。 

1.4.3 计算: 冰晶 含量 @ = (1 - AHW/AH,) x 
100% ,其 中 ,ES 为 样品 中 的 冰晶 含量 , AH' 为 保留 
温度 停留 后 继续 降温 过 程 中 体系 的 放 热 烩 ，A 兢 ,为 
样品 燃 融 烩 。 热 清 活 性 THA = 7 - 7, 其 中 ,THA 
为 热 滞 活性 ,到 为 保留 温度 ，7 为 保留 温度 停留 后 
融化 部 分 再 次 结晶 的 温度 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 牛 血清 蛋白 的 热 汪 活 性 

用 差 示 扫 摘 量 热 法 检测 牛 血清 蛋白 (BSA) 的 热 
浪 活 性, 得 到 了 其 热流 曲线 图 (图 1)。 从 图 中 可 以 
看 出 , 完全 结 冰 的 牛 血清 和 集 日 溶液 被 加 热 到 不 同 的 
停留 温度 , 使 之 处 于 冰 水 混合 物 状态 。 停 留 一 段 时 
间 后 ， 再 次 降温 , 已 融化 的 部 分 立即 结 冰 , 没有 出 
现 结 冰 扣 的 沛 后 。 这 说 明 牛 血清 和 绰 日 没有 热浪 活 
性 。 后 续 的 实验 都 以 BSA 作为 对 照 。 
2.2 黄粉 虫 幼 虫 总 蛋白 的 热 滞 活性 

用 DSC 法 分 别 对 黄粉 虫 幼虫 总 蛋白 和 血 淋 巴 
进行 了 THA 检测 , 得 到 了 两 者 的 热流 曲线 图 (图 2: 
A, B)。 在 对 总 企 日 的 检测 中 发 现 , 完全 结 冰 的 总 
和 蛋 日 溶液 被 加 热 到 不 同 的 停留 温度 , 停留 一 段 时 间 
后 , 再 次 降温 时 , 已 融化 的 部 分 没有 立即 结 冰 ， 而 
是 出 现 了 绪 冰 点 不 同 程度 的 滞后 。 这 表明 呐 粉 虫 总 


和 蛋 日 具有 热 浏 活性 (0.49 ~0.98C ) (图 2: A)。 但 
是 , 与 图 2(B) 中 血 淋 巴 的 热 沛 活性 (2. 54 ~ 
4.347 ) 相 比 , 总 蛋白 中 检测 到 的 THA 比较 低 ， 而 
且 热 流 曲 线 不 太平 滑 。 尽 管 如 此 , 也 足以 判断 黄粉 
虫 幼 虫 能 够 产生 抗 冻 重 日 。 因 此 , 通过 DSC 法 检测 
昆虫 总 重 日 是 否 存 在 热 济 活性 来 判断 AFPs 的 存在 
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图 2 黄粉 虫 幼虫 总 蛋白 (A) 和 血 淋 巴 (B) 的 热流 曲线 
Fig. 2 DSC curves of the total protein (A) and 
hemolymph (B) in Tenebrio molitor 
也 : 保留 温度 Hold temperature; THA: 热 河 活 性 Thermal hysteresis 
activity; B; 冰晶 含量 Ice crystal content. 下 图 同 The same for the 


following figures. 


2.3 3 种 昆虫 总 蛋白 的 热 滞 活 性 
在 确定 了 DSC 法 检测 总 蛋白 热 滞 活 性 的 可 行 
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性 后 , 用 DSC 法 分 别 对 笛 李 梨 蛾 幼虫 、 舞 毒 蛾 卵 和 
落叶 松 八 齿 小 圳 成 虫 的 总 蛋白 进行 了 THA 检测 ， 
并 且 得 到 了 三 者 的 热流 曲线 图 (图 3:A, B, C)。 在 
三 者 的 图 中 都 可 以 看 出 , 完全 结 冰 的 总 蛋白 溶液 被 
加 热 到 不 同 的 停留 温度 , 停留 一 段 时 间 后 , 再 次 降 
温 时 , 已 融化 的 部 分 没有 立即 结 冰 , 而 是 出 现 了 冻 
结 的 滞后 。 这 说 明 3 种 昆虫 的 总 和 蛋白 具有 热 滞 活 性 
( 笛 李 梨 蛾 的 热 滞 活 性 为 0.34 ~ 0.43% ， 舞 毒 峨 的 
热 滞 活 性 为 0.35 ~0.42C , 落叶 松 八 齿 小 骞 的 热 渍 
活性 为 0.37 ~0.40 ), 只 是 THA 都 比较 低 , 不 足 
0.50%C 。 同 时 , 还 发 现 三 者 的 热流 曲线 同 黄粉 虫 总 
蛋白 的 热流 曲线 一 样 ， 都 不 太平 滑 。 但 是 , 足以 判 
新 ,在 3 种 昆虫 中 均 存 在 抗 冻 蛋 白 。 
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图 3 稠 李 集 蛾 幼虫 (A)、 舞 毒 蛾 卵 (B) 和 落叶 松 八 齿 
小 完成 虫 (C) 总 蛋白 的 热流 曲线 
Fig. 3 DSC curves of the total protein in Yponomeuta 
evonymallus larvae (A), Lymantria dispar eggs (B) 
and Ips subelongatus adults (C ) 


3 讨论 


目前 ,大 都 是 通过 检测 血 淋 巴 是 否 存 在 热 淖 活 
性 来 判断 昆虫 抗 冻 蛋 日 的 存在 (Duman,，1976 ) 。 但 
对 于 难以 采集 血 淋 巴 的 昆虫 , 则 需要 提取 总 重 日 进 
行 THA 的 检测 。 而 对 昆虫 总 蛋 日 的 THA 检测 , 使 
用 较 多 的 是 纳 升 渗透 压 仪 法 (Graham and Davies ， 
2005 ; Wharton ，2011 ) , 但 此 方法 缺点 在 于 无 法 精 
确 控 制 和 测定 体系 的 冰晶 含量 , 不 利于 进一步 揭示 
结晶 过 程 中 体系 发 生 的 变化 ( 邵 强 等 , 2005 ) 。 本 研 
究 用 DSC 法 在 黄粉 虫 幼 忠 总 和 集 日 中 检测 到 了 THA， 
由 此 可 以 判断 黄粉 虫 总 蛋白 中 存在 AFPs。 因 此 ， 
通过 DSC 法 检测 昆虫 总 恒 日 是 否 存 在 THA 来 判断 
AFPs 的 存在 是 可 行 的 。 对 差 示 扫描 量 热 法 在 昆虫 
总 集 日 热浪 活性 检测 中 的 探究 , 不 仅 证 明了 这 种 方 
法 的 可 行 性 , 更 为 抗 冻 和 蛋 日 的 发 现 和 研究 提供 了 一 
个 好 的 方法 和 思路 。 

多 数 能 产生 抗 冻 和 蛋白 的 昆虫 的 血 淋 巴 热浪 活性 
大 约 在 2~5 人 范围 内 , 少数 能 达 8 ~ 9Y (Duman,， 
2001)。 而 本 人 研究 从 总 和 蛋 日 中 检测 到 的 THA 都 比较 
低 , 最 高 也 不 到 1 。 可 能 因为 总 蛋白 中 杂 和 蛋 日 比 
较 多 ，AFPs 含量 非常 低 。 而 大 多 数 昆 虫 都 是 用 血 
淋巴 进行 检测 ， 血 淋巴 中 含有 相对 丰富 的 抗 冻 和 蛋 
日 。 据 报道 , 抗 冻 和 蛋白 的 热浪 活性 与 浓度 呈 双 曲线 
关系 (Duman et al., 1998 ) 。 另 外 , 还 发 现 总 蛋白 的 
热流 曲线 不 太平 滑 ,可 能 因为 降温 过 程 中 有 杂 乍 日 
析出 。 如 果 进 一 步 将 抗 冻 重 日 分 离 纯化 出 来 ,也许 
会 检测 到 更 高 的 热浪 活性 ， 热流 曲线 可 能 会 变 得 
平 请 。 

研究 中 还 发 现 , 热 滞 活 性 大 小 与 初始 冰晶 量 有 
关 : 随 着 初始 冰 唱 含量 的 降低 ， 热 淖 活 性 从 无 到 
有 , 然后 升 高 , 最 后 再 无 。 这 表明 当 体 系 内 有 大 量 
冰 品 存在 时 , 冰晶 表面 AFPs 的 吸附 程度 比较 低 ， 
AFPs 不 足以 抑制 降温 时 冰晶 的 生长 趋势 , 因此 检 
测 不 到 THA。 当 初始 冰晶 量 降 到 一 定 程度 并 且 继 
续 降 低 时 , 冰晶 表面 AFPs 的 吸附 覆盖 程度 就 越 高 ， 
对 冰 遇 继续 生长 的 换 制 作用 越 强 , 检测 到 的 热浪 活 
性 也 就 越 高 。 当 初始 冰 唱 量 降 到 很 低 的 程度 以 至 接 
近 于 零 时 , 体系 中 不 存在 冰晶 核 ，AFPs 不 足以 发 挥 
作用 。 由 此 可 见 ，AFPs 的 热 滞 活性 并 不 是 个 恒定 
值 ， 而 是 在 一 定 范 围 内 与 初始 冰晶 量 成 正 相关 。 

内 蒙古 大 兴安 岭 林 区 位 于 内 蒙古 自治 区 东北 
部 , 地 处 欧 亚 大 陆 中 高 纬度 地 带 , 属 寒 温带 大 陆 性 
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季风 气候 区 。 春 季 多 风 而 干旱 , 夏季 短暂 而 温 热 ， 
秋季 降温 急剧 , 和 常 有 霜冻 ,冬季 漫长 寒冷 。 年 平均 
气温 -5 ~0C, 最 冷 月 (1 月 ) 平 均 气 温 为 -24 ~ 
-31%C, 极端 最 低 气 温 -52%C。9 月 下 旬 最 低温 可 
达到 0%C , 许多 昆虫 开始 越冬 。 内 蒙古 大 兴安 岭 林 
区 的 昆虫 区 系 属 古 北 区 ， 东 北 亚 区 。 林 区 约 有 
1 000 多 种 昆虫 , 其 中 藉 翅 目 和 鳞 翅 目 数量 最 多 。 
本 研究 采集 了 3 种 越冬 态 昆虫 ( 舞 毒 蛾 、 笛 李 虽 蛾 
和 落叶 松 八 齿 小 骞 ) ,都 属于 林 区 主要 害虫 , 对 它 
们 的 越冬 机 制 还 不 是 很 清楚 。 提 取 了 这 3 种 昆虫 的 
总 蛋 日 之 后 , 用 DSC 法 分 别 进行 了 THA 检测 ,都 
检测 到 了 热浪 活性 。 这 就 证 明了 这 3 种 昆虫 能 以 产 
生 AFPs 的 方式 作为 其 适应 低温 的 策略 之 一 。 世 界 
范围 内 , 科学 家 在 50 多 种 昆虫 中 发 现 了 抗 冻 和 蛋白 ， 
大 多 数 属于 鞭 衣 目 和 鳞 翅 目 ( Duman et al., 2004 ) 。 
我 国 昆虫 资源 丰富 , 但 是 关于 发 现 抗 并 蛋白 的 报道 
很 少 。 这 3 种 昆虫 抗 冻 蛋 日 的 发 现 不 仅 增 加 了 产生 
抗 冻 蛋白 昆虫 的 数目 , 还 是 首次 在 内 蒙古 大 兴安 岭 
林 区 发 现 具有 抗洪 蛋白 的 昆虫 , 并 且 丰 富 了 我 国 的 
昆虫 抗 冻 和 蛋 日 资源 。 

综 上 所 述 , 通过 探究 发 现 通 过 差 示 扫描 量 热 法 
检测 昆虫 总 蛋白 的 热 沸 活 性 来 判断 抗 冻 蛋白 的 存在 
是 可 行 的 , 并 且 运 用 此 法 在 3 种 内 蒙古 大 兴安 岭 林 
区 越冬 态 昆 虫 中 发 现 了 抗 冻 蛋白 ,为 进一步 研究 这 
些 昆 忠 的 抗 寒 性 药 定 了 基础 。 
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